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PROCEDE D ' IMMOBILISATION DE SONDES, EN PARTICULIER POUR 

REALISER DES PUCES BI0L06IQUES 

DESCRIPTION 

5 DOMAINS TECHNIQUE 

L' invention concerne un precede 

d ' immobilisation de sondes en particulier pour realiser 
des puces biologiques. Elle permet la fabrication de 
biopuces a oligonucleotides dont le greffage sur un 
10 support solide est realise par 1 ' intermediaire d*une 
liaison covalente . 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

Les biopuces peuvent etre realisees par 
synthese parallele d ' oligonucleotides directement sur 

15 un support solide. Dans ce cas, il existe une 
limitation du procede liee a la purete des sondes 
synthetisees . En effet, aucune purification apres 
synthese n*est possible. Ceci engendre la presence sur 
le support solide de sequences tronquees de longueur 

20 (n-1) meres pour une longueur visee de n. Cette 
technique est adaptee a des puces de haute densite 
( super ieure a 1000 sondes) , dont les sondes ont une 
longueur comprise entre 6 et 20 meres. Les applications 
visees dans ce cas, sont le sequen9age et le criblage 

25 (ou "screening" en anglais) du polymorphisme simple de 
nucleotide (SNP) . 

Une autre voie est 1 ' immobilisation de 
sondes. Dans ce cas, les sondes sont presynthetisees et 
peuvent done etre purifiees. Deux types 

30 d' immobilisation de sondes oligonucleotides se 
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presentent. Une sonde purifiee peut §tre fixee sur un 
support solide soit par adsorption, soit par greffage 
via une reaction specifique entre la sonde et le 
support . 

5 L' adsorption de la sonde sur le support est 

un phenomene passif puisque des liaisons de type 
filectrostatique etablies entre le squelette 
phosphodiester de la sonde charg^e negativement et le 
support modifiS portant des charges positives 

10 interviennent de £a9on non covalente dans 
1 » immobilisation de la sonde. Ce type d' immobilisation 
est compatible avec des longueurs de sondes comprises 
entre 70 et quelques centaines de meres. 

Par contre, dans le cas d»un greffage de la 

15 sonde par reaction specifique, le phenomene est dit 
actif, car il est dQ ^ la reactivite et a la 
specificite entre la fonction branchee sur la sonde et 
celle introduite sur le support solide. Ce mode 
d* immobilisation etablit par .consequent des liaisons de 

20 type covalent entre la sonde deposee et le support 
utilise. Il est compatible avec des longueurs de sondes 
comprises entre 6 et 50 a 60 meres. 

L' immobilisation de sondes oligonucleoti- 
diques met en oeuvre un couple de fonctions chimiques 

25 branchees sur la sonde et le support. Cette notion de 
couple de fonctions chimicjues s*appuie sur la 
reactivite entre un nucleophile et un electrophile . 

II existe done plusieurs possibilites de 
f onctionnalisation, c*est-a-dire d'apport des fonctions 

30 chimicjues sur la sonde et sur le support. On peut ainsi 
utiliser une sonde nucleophile sur un support 
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electrophile, une sonde electrophile sur un support 
nucleophile, une sonde nuclSophile sur un support 
egalement nuclSophile mais en presence d'un bras di- 
electrophile, et une sonde electrophile sur un support 
5 egalement electrophile mais en presence d'un bras di- 
nucleophile . 

Les sondes rendues nucleophiles par une 
fonction amine sont les plus repandues. En effet, cette 
fonction est stable et est tres accessible 

10 commercialement . 

Differentes etapes sont necessaires ^ 
I'obtention des plots fluorescents correspondant aux 
hybridons, produits issus de 1 * appariement entre deux 
simples brins d'ADN complementaires . 

15 L'obtention d'un support f onctionnalise 

pour biopuce a immobilisation de sondes n^cessite 3 
etapes principales : 

- le nettoyage de la surface du support 
devant presenter les sites reactifs, 

20 - la silanisation de cette surface, 

- 1' activation des sites. 

Ces etapes sont suivies de 3 autres etapes 
qui vont conduire a 1 * acquisition des signaux de 
fluorescence : 

25 - 1 ' immobilisation des sondes sur les 

sites, 

- 1 •hybridation des sondes, 

- la lecture. 

On distingue principalement deux voies 
30 d' introduction de sites d'ancrage des sondes sur le 
support a partir desquels des fonctions chimiques 
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seront creees ulterieurement . Ces sites sont soit 
nucleophiles, soit electrophiles . lis sont apportes 
lors de I'etape de silanisation. 

A titre d'exemple, la figure 1 represente 

* 

5 un site nucleophile constitue par une fonction amine 
rattachee a un support par un silane. 

Des supports pour biopuces actuellement 
disponibles presentent des sites electrophiles par 
apport d'une fonction aldShyde . lis permettent 
10 I'accrochage des sondes rendues nucleophiles par une 
fonction amine. 

La figure 3 represente un schema 
d'obtention d'une fonction aldehyde sur un support 
solide a partir d'une fonction amine couplee avec un 
15 bras dialdehyde. 

Les supports pour biopuces offrant une 
fonction aldehyde et actuellement connus presentent les 
inconvenients suivants . 

lis necessitent un intermediaire de 
20 couplage (voir la figure 3) , ce qui diminue la densite 
finale de sites d'accrochage des sondes. 

Leur stockage pose probleme, la forme 
aldehyde §tant relativement peu stable. En effet, il a 
6te observe que les supports doivent etre utilises 
25 immediatement apres I'ouverture de la boite qui les 
contient . 

Le groupement NH2 initialement sur le 

support (voir la figure 3) peut etre transforme en NH3 , 
ce qui favorise 1' adsorption de composes non 
30 specif iques. II en resulte une augmentation du bruit de 
fond des biopuces. 
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EXPOSE DE L' INVENTION 

Afin d'apporter une solution aux 
inconvenients presentes par l*art connu, il est propose 
selon la presente invention d'obtenir une fonction 
5 aldehyde (permettant 1 » immobilisation d'une sonde) par 
transformation d*un epoxyde en passant par un diol . 

Un premier objet de 1* invention consiste en 
un support solide const itue par un substrat comport ant 
des sites destines a 1 • immobilisation de sondes 

10 oligonuclSotidiques ou de protSines ou de cellules • 
biologiques munies de ligands, les sites etant pourvus 
d'especes chimiques accrochees au substrat par une 
fonction chimique d • accrochage , caracterise en ce cjue 
les especes chimiques presentent un groupe diol 116 au 

15 support par une chaine alkyle. 

La figure 2 represente un site electrophile 
const itue par une fonction epoxyde rattachee a un 
support par un groupe silane dispose au bout d'une 
chaine alkyle. La chaine alkyle est exempte d'oxygdne. 

20 Un tel support presente I'avantage de 

pouvoir etre stocks sans problSme pendant six mois, la 
forme diol §tant plus stable que la forme aldehyde. 

Le substrat peut etre en un materiau choisi 
parmi le verre, le silicium et le pastique. 

25 De preference, la fonction chimique 

d'accrochage des especes chimiques sur le support est 
une fonction silane. 

Un deuxieme objet de 1 ' invention consiste 
en un support solide constitue par un substrat 

30 comportant des sites actives pour 1 • immobilisation de 
sondes oligonucleotidiques ou de proteines ou de 
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cellules biologiques munies de ligands, les sites Stant 
pourvus d'especes chimiques accrochees au substrat par 
une fonction chimique d ' accrochage, les especes 
chimiques comportant un groupe aldehyde destine a 
5 1 ' immobilisation desdites sondes, caracteris§ en ce cjue 
le groupe aldehyde est un groupe obtenu par oxydation 
d'un diol porte par une chaine alkyle. La chaine alkyle 
evite, avant 1 * etape d'oxydation, la presence d'oxygene 
sur le lien entre la fonction diol et le groupe 

10 d'accrochage sur le support, 

Le substrat peut etre en un materiau choisi 
parmi le verre, le silicium et le plastique revetu ou 
non d'une couche d ' accrochage . 

De preference, la fonction chimique 

15 d'accrochage des especes chimiques sur le support est 
une fonction silane. 

Un troisidme objet de 1' invention consiste 
en une biopuce comprenant un support solide const itue 
par un substrat comportant des sites actives comme 

20 dSfini ci-dessus, des sondes oligonuclSotidiques ou des 
proteines. ou des cellules biologiques munies de ligands 
etant immobilisees sur les sites actives grace a une 
liaison covalente entre les fonctions aldehyde du 
support solide et des fonctions amine portees par les 

25 sondes. 

Un quatrieme objet de 1' invention consiste 
en un procede de fabrication d'un support solide 
presentant des sites destines a 1 ' immobilisation de 
sondes oligonucleotidiques ou de proteines ou de 
3 0 cellules biologiques munies de ligands, comprenant les 
Stapes suivantes : 
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- nettoyage d*une surface d'un substrat, 

- definition desdits sites par mise en 
place, sur la surface nettoyee, d'especes chimiques 
accrochees au substrat par une fonction chimique 

5 d * accrochage , les especes chimiques comportant un 
precurseur destine a former une fonction aldehyde 
permettant 1 * immobilisation des sondes, des proteines 
ou des cellules biologiques munies de ligands, 
caract^rise en ce que le precurseur est une fonction 
10 epoxyde et est traite pour donner un groupe diol, le 
precurseur Spoxyde etant dispose au bout d'une chaine 
alkyle . 

Avantageusement , le traitement pour donner 
un groupe diol est une hydrolyse acide de 1 'Epoxyde - 
15 L'Stape de nettoyage peut consister S 

nettoyer une surface d'un substrat en un materiau 
choisi parmi le verre, le silicium et le plastique. 

De preference, la fonction . chimique 
d'accrochage des especes chimiques sur le substrat est 
20 une fonction silane. 

Le procSdS peut comporter en outre une 
Stape consistant a oxyder le diol pour obtenir un 
aldehyde . 

Un cinquiSme objet de 1* invention consiste 
25 en un precede de fabrication d'une biopuce, 
comprenant : 

- la fabrication d'un support solide 
presentant des sites destines a 1 * immobilisation de 
sondes oligonucleotidiques ou de proteines ou de 

30 cellules biologiques munies de ligands selon le precede 
ci-dessus , 
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- 1 • immobilisation des sondes oligonucleo- 
tidiques ou des proteines ou des cellules biologiques 
munies de ligands par liaison covalente entre les 
fonctions aldehyde du support solide et des fonctions 

5 amine (ou oxyamine) portees par les sondes en position 
5 • ou 3 • • 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L' invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularites apparaitront a la lecture 
10 de la description qui va suivre, donnee a titre 
d»exemple non limitatif, accompagnee des dessins 
annexes parmi lescpiels : 

- la figure 1, d§ja decrite, represente un 
site nucleophile constitue par une fonction amine 

15 rattachee a un support par un silane, 

- la figure 2, dejS decrite, represente un 
site electrophile constitue par une fonction epoxyde 
rattachee a un support par un si lane, 

- la figure 2, deja decrite, represente un 
20 schema d'obtention d'une fonction aldehyde sur un 

support solide, selon I'art connu, 

- la figure 4 reprSsente un schema 
d'obtention d'une fonction aldehyde sur un support 
solide, selon 1* invention, 

25 - la figure 5 est un schema montrant la 

fonction diol en position vicinale, 

- la figure 6 est un schema montrant le 
mecanisme de complexation du periodate de sodium sur un 
diol. 
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- la figure 7 est un schema montrant la 
fonctionnalisation d*un sxibstrat silanise par le 
precede de 1 'invent ion . 

5 DESCRIPTION DETAILLEE DE MODES DE REALISATION DE 
L • INVENTION 

La figure 4 est un schema d'obtention d*une 
fonction aldehyde sur un support solide a partir d*une 
fonction epoxyde hydrolysee en diol puis oxyde en 

10 aldehyde, selon 1* invention. L*epoxyde utilise est par 
exemple du glycidoxypropyl epoxyde trietoxysilane . 

Cependant, les inventeurs de la presente 
invention ont constat^ qu'apres les etapes de 
nettoyage, de silanisation, deactivation puis 

15 d* hybridation, les resultats de fluorescence des plots 
d' hybridation sur le support sont peu encourage ant s • 
Ceci n'est pas du ^ I'etape d' hybridation puisque des 
manipulations paralleles effectuees sur des lames 
commerciales et des lames amineeS/ ont donne de 

20 raeilleures intensites de signaux. 

Les inventeurs ont done remis en cause, non 
pas les etapes de nettoyage ou de silanisation (qui 
sont ef f icaces en synthese in situ) , mais plutot 
I'etape d' activation, c'est-a-dire lors de la 

25 transformation de la fonction Spoxyde en aldehyde et 
plus precis^ment, I'oxydation du diol vicinal du silane 
en aldShyde. 

La figure 5 est un schema montrant la 
fonction diol en position vicinale. 
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II en resulte qu'avec un epoxyde sans 
oxygene sur la chaine alkyle qui porte le groupe, 
I'oxydation doit avoir lieu. 

La figure 6 est un schema montrant le 
5 mecanistne de complexation du periodate de sodium sur un 
diol • 

Pour verifier leur hypothese, les 
inventeurs ont utilise un silane portant une fonction 
epoxyde liee par une chaine alkyle (en 1 ' absence done 
10 d* oxygene sur cette chaine) . 

La figure 7 est un schema montrant la 
fonctionnalisation d*un substrat silanise selon 
1 ' invention. 

AprSs les differentes etapes de la chaine 
15 reactionnelle, on a obtenu des plots de fluorescence 
satures sur fond noir, ce qui confirme 1* hypothese des 
inventeurs . 

L' invention pr§sente plusieurs avantages 
par rapport a I'etat de la technique et plus 
20 particulierement par rapport aux substrats de type 
aldehyde actuellement commercialisms . 

L' invention n' utilise pas d' intermediaire 
de couplage qui diminue la densite finale de sites 
d'accrochage des sondes. Le signal de fluorescence 
25 obtenu est plus important dans le cas de 1' invention. 
On observe un facteur 10 dans des conditions 
experimentales identiques. 

Comme mentionne plus haut, 1' invention 
permet de stocker les supports solides sous la forme 
30 diol qui est particulidrement stable. 
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L" invention permet aussi de minimiser le 
bruit de fond des biopuces puisqu'il n'y a pas de 
groupement permettant des interactions 

electrostatiques . 
5 La preparation des supports . selon 

1' invention est transposable a d'autres techniques de 
realisation de biopuces par exemple la synthese in 
situ. 

A titre d' exemple, apres ouverture de 
10 I'epoxyde en diol, le silane selon 1' invention a ete 
utilise pour realiser la synthese in situ 
d' oligonucleotides sur un support solide. On a mis en 
ceuvre la chimie phosphoramidite couramment utilisee 
pour la synthese des oligonucleotides sur billes de 
15 verre dans des synthetiseurs automatiques du type 
Expedite 8909. Le protocole de synthese utilise est 
decrit dans le document Caruthers (Sciences, octobre 
1985, page 28) 1. II comporte les etapes de couplage, 
d' acetylation, d'oxydation et de detritylation, ces 
20 Stapes etant itSrees pour permettre la synthese 
d' oligonuleotides dont la sequence est determinSe par 
la base (A, G ou C) portee par le nucleotide 

phosphoramidite. 

La premiere etape de couplage se fait entre 

25 un 2 ' -deoxy-5 * -O-dimethoxytrityl-3 • -O- (P-cyanoethyl 

N, N-diisopropylamino) phosphoramidite et le diol du 
support. Les couplages suivants ont lieu entre les 
nucleotides comportant des bases differentes. Une 
sequence de 20 meres a ete effectuee : 3'TTTTT ATC TCA 

30 CAC AAA TAG Cy3 5'. En fin de synthese un marqueur 
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fluorescent Cy3 a ete introduit en utilisant comme 
precedemment la chimie phosphoramidite • 

Les signaux de fluorescence mesures sur un 
microscope a epif luorescence Olympus BX80 apres 
5 excitation a 550 nm montrent une augmentation d'un 
facteur 4 a 5 fois superieur a ceux obtenus dans le cas 
d'un silane comportant un oxygene sur la chaine alkyle. 
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REVENDICATIONS 

1. Support solide constitue par un substrat 
coraportant des sites destines a 1 * immobilisation de 

5 sondes oligonucleotidiques ou de proteines ou de 
cellules biologiques munies de ligands, les sites Stant 
pourvxis d'especes chimiques accrochees au substrat par 
une fonction chimique d ' accrochage , caracterise en ce 
que les especes chimiques presentent un groupe diol lie 
10 au support par une chaine alkyle, 

2. Support solide selon la revendication 1, 
caracterisS en ce que le substrat est en un materiau 
choisi panni le verre, le silicium et le pastique. 

15 

3. Support solide selon I'une des 
revendi cat ions 1 ou 2 , caractSrisS en ce que ladite 
fonction chimique d'accrochage des espdces chimiques 
sur le support est une fonction silane. 

20 

4. Support solide constitue par un substrat 
comportant des sites actives pour 1 • immobilisation de 
sondes oligonucleotidiques ou de proteines ou de 
cellules biologiques munies de ligands, les sites etant 

25 pourvus d' especes chimiques accrochees au substrat par 
une fonction chimique d' accrochage, les espdces 
chimiques comportant un groupe aldehyde destine d 
1 ' immobilisation desdites sondes, caracteris§ en ce que 
le groupe aldehyde est un groupe obtenu par oxydation 

30 d'un diol porte par une chaine alkyle. 
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5. Support solide selon la revendication 4, 
caracterise en ce que le substrat est en un materiau 
choisi parmi le verre, le silicium et le plastique 
revetu ou non d'une couche d ' accrochage . 

5 

6. Support solide selon I'une des 
revendications 4 ou 5, caracterise en ce que ladite 
fonction chimique d'accrochage des especes chimiques 
sur le support est une fonction silane. 

10 

7. Biopuce, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un support solide selon I'une quelconque des 
revendications 4 a 6, des sondes oligonucl6otidiques ou 
des proteines ou des cellules biologiques munies de 

15 ligands 6tant immobilisees sur les sites actives grSce 
S une liaison covalente entre les fonctions aldehyde du 
support solide et des fonctions amine portSes par les 
sondes . 



20 8. Precede de fabrication d'un support 

solide pr^sentant des sites destines S 1 ' immobilisation 
de sondes oligonucleotidiques ou de proteines ou de 
cellules biologiques munies de ligands, comprenant les 
etapes suivantes : 

25 - nettoyage d'une surface d'un substrat, 

- definition desdits sites par mise en 
place, sur la surface nettoyee, d' especes chimiques 
accrochees au substrat par une fonction chimique 
d* accrochage, les especes chimiques comportant un 

30 precurseur destine a former une fonction aldehyde 
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permettant 1 ' immobilisation des sondes^ des proteines 
ou des cellules biologiques munies de ligands, 
caracterise en ce que le precurseur est une fonction 
epoxyde et est traite pour donner un groupe diol, le 
5 precurseur epoxyde etant dispose au bout d'une chaine 
alkyle, 

9. Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que le traitement pour donner un 

10 groupe diol est une hydrolyse de 1' epoxyde. 

10. Procede selon I'une des revendications 
8 ou 9, caracteris§ en ce cjue I'etape de nettoyage 
consiste ^ nettoyer une surface d'un substrat en un 

15 materiau choisi parmi le verre, le silicium et le 
plastique . 

11. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 8 a 10, caracterisS en ce que la 

20 fonction chimique d'accrochage des especes chimiques 
sur le substrat est une fonction silane. 

12 . Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 8 a 11, caracterise en ce qu'il comporte 

25 en outre une etape consistant k oxyder le diol vicinal 
pour obtenir un aldehyde . 

13. Procede de fabrication d'une biopuce, 
caracterise en ce C3[u'il consiste a : 

30 - fabric[uer un support solide presentant 

des sites destines ^ 1 ' immobilisation de sondes 
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oligonucleotiques ou de proteines ou de cellules 
biologiques munies de ligands selon le precede de la 
revendicat ion 12 , 

- immobiliser des sondes oligonucleo- 
5 tidiques, des proteines ou des cellules biologiques 
munies de ligands par liaison covalente entre les 
fonctions aldehyde du support solide et des fonctions 
amine portees par les sondes, les proteines ou les 
cellules biologiques munies de ligands en position 5* 
10 ou 3 ' . 



15 
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